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Diphenolpyrophosphateの酵素的水解
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当教室に於いて倉田(1)は Diphenolpyrophosphate(DPP)が降楽的水解によりフエノ戸
.!D陀が py仰 仰s j凶e+a伽 批仰ルと無機燐酸に水解されるときに， ま制すず ho叩ph吋ふんta蹴s 似ctivatω加O 
2介干子‘フヱノ戸 J 
ヱノ.-)レと実I~機燐酸に水解されると報告し，此の activator・は豚JfF 1臓の水被マグネシウムグ
ルの l投稿-残余波，または豚lj守)蹴加訴i液 lこI~Iに合まれ， ~I::透析'I~I:であるが各部燐酸昨紫作用は持た
ないと述べた。勃て者はこの activatorの性質な解明する突験過程で新しし、鯨索の存在を認め，
これがフヱノ戸ノレ燐酸及び無機ピロ燐酸を水併しないが， DPPを 2分亨フヱノ戸ノレ燐酸に水解
することを見出した。この階素は食間の述べすこ activatorとは全く関係を持・7こないものであ
る。勃:者はこれをヱステルピロ燐酸時索と名付けた。以下この際紫について報告する。
1燐訴持;酸に水tルレ 0/(:解肝'0/(:され，次でこのフヱノ{ル燐酸が燐酸モノヱステラ{ぜによりブ
実 験
〆
I.基 1皮
Neubergロ耕r.間金カリ (DPP)はl:U'(，Jヂフエノ~ 
及び Wagnerくのに従って合成したのモノフエ・ノ{ノL
燐関空カ'(，Jピロ燐殿ソー 〆，ヂフエノ......燐関空ゾ{〆，
リけ.教議保有線品を円札、た。
:n.定諮訟
フエノ戸ノLは宍倉法(:りで，無機燐酸は Nd安1の 
Fiske-Sabbarow沼4または Young・berg-Young-
berg法により光度制で定額!した。 
JlT.突験方法
試験液は特記せざる|県り下記の如く調製した。器
質液 1.0ml，鮮紫波 2.0m1，緩衝液 2.01):11を混じ，
水で‘ 10.0mlとする。実験抱皮は 370C。基質械のう
ちぞノフエノー ;J..燐殿液はl¥r/I()(1，ピロ燐酸液，ヂフ
て!肱:肝臓から峻・諦訟により，また人尿を単に透析し
て得た。 
1) 倉r:EI法(1) 次の虫r.Jき~訟を試みた。透析j既日子
自家消化首長に N'盟国j!関空を滴下し pH4.4とし次で 
Tonerde Cγ を加えて pH4.5とし，この潟液を 
370Cの恒蹴柑j中でi時々振識しながら 1時間加l視す
るのこれを遠沈じて得る上波〈吸能鶴余液〉は示j薗
椴!立 pH3.2のそノエステラ{ぜのみを合んでL、る
(表 1)。
茨 1. 豚肝慨情残余波の諸種燐酸解禁作用
滋質 lphm州域防ro・燐絞 IDPP 
水解度 1 32% I 0%. 1 0% 
作用時!日121時間， pH 3.2 
帯遊離ブニιノー ノレ及ひ。無機燐:般商安定
∞を使用した。級lj2燐鮫波及ひ・DPP被は?l'(，Jエノ戸 
術液は pH3より pH6まではM/'.!酢椴一削椴ゾ戸〆 
緩節減， pH 7より pH9までは M/IOベロナ戸)'(，塩 
殿緩衝液〈・のである。
DPPの71<解によって生ずるフエノール燐般の忠
監はこれに燐敵ぞノエステラ{ぜを作用させて生ず
るフエノー;'(，または燐織を定艶する。この際使用す
るそノエステラ戸ゼは当然 DPPを水解せず，また
前記倉田の報告の activatorとの関係もあるのでピ
ロ燐酸酵素を含まないことが必要である。この目的
にかなうそノエステラ戸ゼは次のよう l'乙倉庇iに従つ
掻:による。制遊剛出燐四.安定敢による。
2) 人旅・むノエステラ{ゼ仰 午後尿を溺f7.t<に 2
I=lll~透析したの透析人尿は示適酸皮を 5 に持つlliít力
エステラ{ゼ、のみを含む〈諜 2)。
表 2. 人尿透析被の諸積燐般向写楽作用 
DP5叫・夜|Ipyヲ|陶砂州J品、
5 1009る
9 。 0% 0 0%。
イ"1:f:JlI'lj:fI:¥j11時I.I'j，ペ帯・持の測定は表 1と同様。
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実験結果
(1) エステルヒ・ロ燐酸酵素の分隣とその特殊
性
豚肝臓自家消化液〈豚肝闘に2f音量の7kを加え， 
370 Cで3日間自家消化させる〉を2日間流水に透
析したものは矯3表第1列の如き諸種燐椴酔索作用
を持っている。この透析液に N/2酢酸を滴下し pH 
5とし，生ずる沈殿を泣沈除去，上滑を Nho苛性ゾ
戸〆で pH9とする。これを小試験管中に分注し， 
650の浴槽中で 10分間加瓶後，冷却，流水透析官行
う。この加温液の酵紫作用は次の如し(表3第 2 
~ID。即ちそノフエノ戸/1，燐搬，ゼロ燐:椴， DPPに
作用させても燐酸及びフコニノ戸ノLを証明し得なし、。
間し DPPに作用させた後に試験液を 10005分間加
顕して酵素を不活性化し.次でこれに第2段反応と
してj版肝臓より分離せる前記版肝ぞノ z ステラーゼ
〈表わさど作用させるとフエノ -J1-及び燐般を遊間mし 
j)1この央験列〉。3第3てくる〈裂 脱事を表示したの
が第4裁である。鎗1段反応のi僚はフエノ戸ル及lf
燐酸を遊間mしなかったが，銘2段反応ではフ品ノー
JJ，及ひ沸酸を共に 30~長官íE明し得氏。即ちフ広ゾ_
/1-と燐般とは 1:1の比で・生ずるから以後 DPP水解
皮iJll廷には専らプニ広ノ-/]，.倍散を行った。
議 4.
試験液組成
ら 2 分子モノエステ J~ Cモノブニ巳ノール燐椴〉を遊
離するのみで，モノエステラーゼ， ピロ燐般商事紫は
含まぬことを示してし品。この反応により遊肉mした
そノ zステJJ，を定駐するために第2段反!おとしてそ
ノ・エステラーゼのみを含む解禁を用いて無機燐関空並
びにフニ乙ノ戸 JJ，を測定したのである。この DPPの
ヒ。ロ燐酸結合を水解し 2分子フ z・ノ{ノL燐般を生ず
る押占禁を以後品ステルピロ燐酸断素と名付ける。こ
の際仮りに DPPが次式の如く，
こコー 0 @ー
ムローOH+ロー O-(e;-Oー @
ロー oーる
→Cコー OH+Cコー 0ー @十 @ 
まずフコニノ戸 J1-1分子を失い，かくして生じたフエ
ノ戸 J}，.ピロ燐献がついでフコ二ノ戸JJ，燐関空と燐織とに
7k1¥露されるとすると，加盟液〈ニ広ステルピロ燐椴酵
紫〉を丹4いる筋 1段反応試験液中にフ Z ノ-JJ，生成
を認めねばならないが理これは突験的に否定し得ら
れた。即ちこの加淑液のみでは DPPからフエノー 
/1-を全く遊離しない(表3第 291)。 またこの加瀬
液をそノ広ステラ{ぜと共にヂブおノ -J1-燐駿に作
朗させてもフニ&ノ{ノL及び燐酸を言iE明し符・なし、か
ら，この加濁液にはヂエ・ステラ戸ぜが合まれていな
いことは明らかであるが，なお，ヂエステラ{ゼヵ: 
DPPを上式の如く 7k解して，生成モノブエノ-/]，.
ピロ燐般をう!Jn混酵素被が，またはそノ広ステラ【ぜ
液中の未知酵繋がi直ちにそノフエノ-/1-燐燃と無機
燐椴とに水解する可能性をも否定し得る。 
(2) 恋適椴度
実験方法は次の如く，先ず第1段反応では pH3 
--9でエステノレピロ燐目安素を 21時間作用させた後に 
pHを3.2に修正する。この際，第1段試1験液が目t殿
場で緩衝されていたときには M/，酢敵を加わまた
ベロナ-/]，.緩樹液であったときにはり10樹般を加え
て pH5とした後に斑らに pH3.2酢椴緩樹液 1.0 
第
1
段反応 試 験液 事E 成 時
|作l 期間2 。% 一一一寸 
1.0m1 
1000 5分間加混
第1段
反応 
20 1 
2.0 1 
，，， 
2時間
aZ av ， 
第2段i豚肝モノぷスヮ n...l I 2 30% 3.0 1 反応|テラ{ゼ“・u山品|
以上の実験は豚肝自家消化滋析液の加楓?疫がただ 第 2段 I3.母方自 n V  
yDPPのピロ燐敵結合のみを7k解して，しかもこれか 反応 l豚肝モノエステラ【ぜ 
4qA 9
白
ち令
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mlを加えて pHを3.2にしたこの pH修日さのため 関 2. DPP7K解度曲線 
に試験波監は増すから， 7Kを迫加して金波設をし、ず 1伺
れの場合にも 8.0rnlとし，これを 1000 5分間加温
し解禁を不活性化した後冷却，次いで豚肝モノ Z ス
テラ【ゼを加える。 
ホ 
度似ぺ
m m
加
pH活性曲線〈第1閲〉は pH4と8とに二つの
山を持つ。この曲線の中間の谷が割合に浅いのは2
裂のZ ステルピロ燐殿酵素の pH活性I曲線が震なり
合ったためと思われる。 2種の等力性酵素の荷酵紫
の分離について後述する。

|濁1. DPP7k解の pH活性皮曲線

泌L
 
¥/.f1'" プミ: 
3 十ー一才一.__..，_，.ι す一一-rーす
央線:エステノレピロ炉r:階酵素
点線:アルカリ 'I~I:ょにステルピロ燐椴酵素 
(3) 7K解r11線 
エステノLピロ燐問委醇紫による DPPの71<解度を測
定するには生成ブエノ戸l¥.燐険を忠盛せねばならな
いのであるから，この生成休をy財界して定問:的にフ 
1 28専問
試験首長組成:M/200 DPP 1.0rnl + Esterpyro-
phosphatase 2.0ml +尿-monoesterase2.0 
ml +pH 5酢円安級樹液20ml+水3.0ml 
(4) MgとCaの影鱒
~~験 (2) に示した撤作表の如くエステ l\.. ピロ燐酸
解禁の活性皮を検するには第2段加id¥でそノ広ステ
ラーゼを作用させねばならなし、。この実験法に従っ
てエステノレピロ燐敵液紫に対する金!爵イオンの膨榔
を検すると，この影縛はそノ広ステラ戸ゼにも及ぶ
べきである。そこで第1段反応に金!珂イオ:Yを添加
せず，水を:JJ[Jえ，第2段別ぷに際して初めて金l認イ
オンを添加する対照定験を行った。奨験はエステル
ピロ:憐般酵誕の三五j曲椴皮 4と8で行った。
a) Mgの影榔
エノー l¥.を生ずるに十分強力なるぞノエステラ{ゼ
が必要である。前記倉IJ法で分附iしたそノ広ステラ
戸ゼは短時間にフコ二ノー l¥.燐械を 100%水解するこ
とが困難である.。しかし前記入尿透析首長は終濃度 
MIt側フエノ戸ノL燐椴を 1r時間で 100%7K解するか
らこの人尿モノエステラ{ぜを使用し，これをエス
MgCllo1泊。M/ 
る。銘1段反応の終濃度は各々 M!t(10，M/l(l()0，第2段
反応の終濃度は各々 1It，'200，M/盟問。となる。 
MgはエステノLピロ耕r.椴酵素をj賦活も抑制もしな
し、〈表 5)。 
b) Ca のm~l! 
，戒は M/200 MgCl2 1.0mlを添加す
M/!.I及びCaCI泊。MJ 
試験液'1:1の濃度は Mgの;場合と同一であるa 
テルピロ燐椴苦手紫と共に pH5で DPPに作用させ
たの 21時1mで 100%水解を認め得たから〈関わ，供
2oCaCI盟1.0rnlを添jJnする。
試.::r:.ステルピロ燐闘をM紫の活性はかなりiw!j¥，、と断定 CaはMgと同様に賦活も抑制もしない〈表 5)。
しうる。 
表 5. Mg及び Caの影縛
金問 1.0cc添加 I 71< I 39.1 I 35.7 I 36.4 I 39.7 
8 1 一一l 一一一一一1-----.--11-ト一一一一一
水 I~金閥1.0cc 添加 I 41.6 I 39.7 I 37.0 I 40.5 
ピロ燐障を醇索活性皮を示す。1-1を諸積濃度に添加した際の広ステCa，Mg保 
州第1段反応は11/200DPPl.0ml，酵素 1.0ml，金問境1.0ml，緩衝液2.0m!を潟
じ21時間作用I時， pH を 5 に修IT~L ， 1000 5分間加・嵐，冷却後，第2段反応で人 
時間作剤後，遊離するフエノールを定置をした。2fえ1尿モノエステラ{ゼを力
~ 
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(5) 等力性エステルピロ燐!椴酵・索の利五分離
即述の如く供試エステルピロ燐椴幣素は至適椴度
をpH4と8に持つ2種のさ事力性解禁の混合である
と，思われるので，敵性及ひ.アルカ!)'I~I.:自若葉・のHI五分
離を行ってみる必要がある。
エステルピロ燐般勝第・に N/1日境問安を加えて pH 
3.0として，これを小試験管に分注し 750 の浴糟中
で 10分間加・砲し，冷却後 N/1Il苛性ソー〆を加えて 
pHを.5.8(pHメ{タ{測定〉にすると多段のt搬
を生ずる。この液を氷室に1晩放寵した後に述tk
し，沈搬を集め7.Kに浮遊させる。この押.遊液でエス
テノLピロ燐簡を解禁の、活性皮を突験 (2)の方法によっ
て検査した。第1段反応期ち浮遊液のみの作用では
DPPからフエノ{ノLを遊離しないが，加熱後にそ 
ノエステラ{ゼを追加する第2段反応ではアルカジ
性側iでのみブエノ -1J，を遊離し，歪過般度は pH8 
に統制された〈表 6)。この測定 pH植は実験 r2Jで
認められたエステルピロ燐殿酵諜のアルカジ性三遅過 
表 6. アルカリ性エステルピロ燐椴
酵素の pH活性皮 
3-6 
7 
8 
9 
0 
2.7 
34.1 
22.6 
第 1段反応は M/2ωDPP1.0ml，解禁2.0ml，緩衝
液 2.0m1を混じ 2時;間作用後 pHを5に修正し， 
.1000 5分間加漉，冷却後， 第 2段反応で人尿モノ 
制作用させる。:1附2を加え2.0mlニ巳ステラ{ゼ
総
簡を皮 8に一致する〈図 1点線〉から，上:述の pH3加
報lによって 2型ニ広ステルピロ燐簡を酵素混合からアル
カリ性エステルピロ燐敗目手紫を分離し得.たことにな
る。これに反し両者性エステルピロ燐階層手棄を分断Eす
ることは磁々の試みにかかわらず不可能であった。
掠場・
当数畿の突験により燐般解禁は次の 3種類に分類
されている。即ち燐駿ぞノぷステラーゼ，燐:般ヂエ
ステラ戸ぜ，及びヒ。ロ燐椴解禁で、ある。ピロ燐椴エ
ステlJ，である DPPはピロ燐融解禁と activatorと
により水解され2分子フエノ戸 lJ，燐椴となり次で燐
階ぞノエステラーゼで更にフ t ノ{ノしと燐椴とにi.K
解される。智者の上述の突!験はピロ耕r・円安酵素，また 
activatorでもなし、酵素・の存校を立百iEし，この僻索，
は DPPのピR燐験結合をi.K解し 2分子フエノーノL
燐散をさEずる点で，争ち!ミの燐椴両手索に新たな 1型が
加えられたものと去ふべきである。
エステルピロ燐:限緩紫は高分子のピロ憐割安エステ
ノLである diphosphopyridinnucleotide (DPN)， 
fl.avinadenin dinuc1eotide (FAD)をも水1騨する
のではないかと当然考えられる。務者がこの爽験を
進めている聞に， Kornberg仰は DPN，FAD， 
triphosphopyridin nuc1eotide，adeuosin trip-
hosphate等のピロ隣椴結合を水解する解禁をジャ
ガイモより分離して NucleotidePyrophosphata-
seと名付けた。この Nucleotide Pyrophosphata・ 
seが DPPのピロ燐椴結合をも水解するかどうが不
明である。ただし，この逆に著者のエステルピロ燐
椴酵素が FAD，DPNを7.K解するか否かは次の報告
にゆずるが， FAD ~t7.K解されない。
指 
1. 豚肝臓よりヱスデルピロ燐酸勝索を分離した。この酵素は DPPのピロ燐酸結合を水f押
し2分子モノフヱノ戸ル燐酸を住ずるが，モノフエノ.-)レ燐酸，無機ピロ燐酸は水解しなし、0 
2. エスチルピロ.燐酸酵素による DPP水fq;干の至適酸度は pH4と 8である。この酵素は 
Mg叱 Ca*により賦活も抑flitもしなし、。 
3. エ九テルピロ燐酸商事索は遅過酸度より見て 2積等力性酵素があるが，その分離を試みて
アルカリ性ヱステルピロ燐酸醇;紫を得た。
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